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蝗虫 微 孢 子 虫 对 东亚 飞 星 卵黄 原 和 蛋白 含 量 的 影响 
陈建新 ， 沈 ” 杰 ， 宋 敦 伦 ， 张 ” 龙 ， 严 镁 除 


(中 国 农 业 大 学 植物 保护 学 院 ， 北 京 ”100094) 


摘要 : 采用 免疫 学 方法 ， 对 东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis 感染 蝗虫 微 孢 子 虫 Nosema locustae 后 体内 卵黄 蛋白 含量 > 
化 进行 了 研究 。 结 果 表 明 ， 感 病 几 虫 与 对 照 健 虫 相 比 ， 卵 黄 发 生 有 严重 障碍 ， 脂 肪 体 和 卵巢 中 卵黄 原 重 白 或 卵黄 蛋白 含 
极 低 ， 导 致 感 病 肉 虫 丧失 产 卵 能 力 。 脂 肪 体 中 卵黄 原 蛋 白 含量 最 高 峰 健 虫 为 18.7 mgymL， 而 病 虫 只 有 4.7 mg/mL: ee 
卵黄 原 和 蛋白 含量 最 高 峰 健 虫 为 7.6 mg/mL， 而 病 虫 只 有 2.6 mgfmL: 卵 生 中 卵黄 蛋白 含量 最 高 峰 健 虫 为 73.4 mgjmL， 而 病 虫 
只 有 4.9 mgimL。 
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Effect of Nosema locustae on the content of vitellogenin of Locusta migratoria ma- 


nilensis 
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100094，China ) 


Abstract: Changes in the content of vitellogenin in Locusta migratoria manilensis infected with Nosema locustae were 


tural University, Beijing 


determined by immunology method. The results indicated that vitellogenin did not accomplish in the locust infected, and 
the contents of vitellogenin in fat body, haemolymph and ovary were very low compared with the control. The maximum 
content of vitellogenin in fat body in the treatment was 4.663 mg/mL;, while the value was 18.655 mg/mL in the control. 
The maximum content of vitellogenin in haemolymph in the treatment was 2.627 mg/mL; while the value was 7.603 mg/ 
mL in the control. The maximum content of vitellogenin in ovary in the treatment was 4.927 mg/mL while the value was 
73.367 mg/mL in the control. 
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蝗虫 微 孢子 虫 Nosema locustae 是 寄生 在 蝗虫 等 
直 充 目 昆 忠 体内 的 单 细胞 真 核 原 生动 物 ， 主 要 侵 染 
蝗虫 等 宿主 昆 忠 的 脂肪 体 《Canning，1953，1962a， 


1 材料 与 方法 


1962b》， 引 起 宿主 的 慢性 病 ， 因 而 可 作为 蝗虫 种 群 
密度 的 长 期 控制 因素 〈Henry et al.，1981)。 

近年 来 ， 用 蝗虫 微 孢 子 虫 防 治 蝗 虫 做 了 很 多 研 
究 工 作 ， 取 得 了 一 定 成 果 〔 严 毓 骅 等 ，1994; 张 龙 
等 ，1995a,1995b)， 然 而 蝗 忠 微 孢 子 忠 对 蝗 忠 卵黄 
发 生 的 作用 机 理 研究 还 未 见报 道 。 本 文 作 者 用 免疫 
学 方法 研究 了 微 孢 子 忠 对 蝗 忠 脂肪 体 、 血 淋巴 中 卵 
黄 原 蛋白 《vitellogenin，Vg) 的 含量 和 卵巢 中 卵黄 
蛋白 《vitellin，Vt》 的 含量 影响 ， 从 生理 学 角度 探 
讨 蝗 忠 微 和 抱 子 忠 对 东亚 飞 蝗 Focusta migratoria ma- 
nilensis 繁殖 能 力 的 影响 。 


基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (39700098) 


1.1 供 试 材 料及 试剂 

病原 蝗虫 微 抱 子 虫 浓缩 液 ， 由 中 国 农业 大 学 
植保 学 院 昆 虫 生 防 室 提供 。 

健 虫 饲养 ， 东亚 飞 蝗 卵 、 成 忠 由 中 国 农业 大 学 
植物 保护 学 院 昆 虫 生物 防治 室 提 供 。 在 室内 养 虫 箱 
饲养 光照 养 忠 箱 温度 29% ， 相 对 湿度 70% 左 右 ; 
健康 蝗 卵 及 化 后 ， 以 新 鲜 干净 的 麦苗 饲养 蝗 晴 至 所 
需 虫 龄 ， 作 为 对 照 组 试 虫 ， 整 个 饲养 过 程 中 定期 用 
次 毛 酸 消毒 ， 防 止 感染 微 孢 子 忠 和 其 它 病 原 微 生 
物 。 


病 虫 接种 及 饲养 : 取 4 龄 健 虫 ， 以 麦苗 浸泡 法 
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( 微 和 子 虫 孢 子 浓度 为 10 个 孢子 /mL) 饲 喂 一 天 后 
放 于 光照 养 虫 箱 中 ， 再 以 新 鲜 的 小 麦 叶 片 饲 养 ， 养 
虫 箱 温度 29%c ， 相 对 湿度 70% 左 右 ， 作 为 接种 组 
试 虫 。 

试剂 : 主要 试剂 有 石 晴 油 , 北京 化 工厂 ; 羊毛 
脂 , 北京 化 工厂 ; 巴 比 妥 盐 ， 北 京 化 工厂 ; 氨基 
黑 ， 上 海 试剂 三 三; DFAE-32 纤维 素 ， 上 海 化 学 试 
剂 站 ， 进 口 分 装 ; 辣 根 过 氧化 物 酶 ， 上 海 丽 珠 东 风 
生物 技术 有 限 公司 ; 硼 氧 化 钠 ，SsIcCMA; 牛 血清 和 蛋 
日 (BSA)， 德 国 进口 分 装 。 以 上 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.2 实验 方法 

t 的 提取 和 vi 分子 量 的 测定 参照 袭 和 (1988) 
进行 。 
vt 酶 标 抗 体 的 制备 及 酶 标记 免疫 吸附 测定 法 
(enzyme-linked-immunosorbent assay， ELISA) 参照 李 
成 文 (1992) 进行 。 

免疫 原 的 制备 : 将 石蜡 油 和 羊毛 脂 按 体积 比 
4:1 混 合 ， 高 压 灭 菌 30 min， 制 成 福 氏 不 完全 佐 剂 ， 
再 加 等 体积 抗原 ， 用 研磨 法 研磨 至 完全 乳化 ， 即 成 
为 福 氏 佐 剂 抗原 液 。 

免疫 家 免 : 在 家 人 兔 的 背部 及 辟 部 肌肉 多 点 注 
射 ， 首 次 注射 含 5 mg Vt 的 免疫 原 ，1 周 后 第 2 次 
注射 含 5 mg Vt 的 水 剂 ， 共 进行 4 次 免疫 。 

双 癌 免疫 扩散 : 将 ?5~4 mL 1% 的 pH 8.6 已 
比 妥 盐 离子 琼脂 凝 胶 沸 水 融化 后 ， 冷 却 至 Soq 左 
右 ， 倒 于 平 放 的 载 玻 片 ， 室 温 放置 |s min， 再 4q 
放置 10 min， 用 打 孔 器 打 成 孔 径 为 3 mm 的 梅花 图 
形 。 每 孔 点 样 5 pL; 在 37% 温 箱 扩散 ]> h 后 ， 用 
生理 盐水 洗 挥 多 余 的 和 非特 异性 蛋白 ,0 02% 氨基 
黑 染 色 ，5% 酷 酸 脱 色 ， 在 凝 胶 图 像 分 析 系 统 中 照 
相 。 

抗 血清 制备 : 在 第 3 次 免疫 后 ] 周 ， 从 免 耳 缘 
静脉 少量 采血 ， 作 双向 免疫 扩散 。 当 抗 血 清 效 价 达 
到 1:16 以 上 时 ， 即 可 在 第 4 次 免疫 后 杀 兔 取 血 。 

抗体 IgG 的 纯化 : 称 取 DEAF-32 纤维 素 〈0.01 
mol/L pH 8.0 PB 平衡 )， 按 5 g 重 加 入 用 双 蒸 水 以 
1 :3 稀释 的 兔 血清 4 mL，4% 吸 附 杂 和 蛋 日 1 h， 每 10 
min 充分 搅拌 | 次 。 最 后 用 水 泵 抽 干 ， 滤 液 即 为 纯 
化 的 抗体 IgG 蛋 日 液 ， 再 经 冰冻 干燥 成 干粉 ， 分 装 
后 -20% 保 存 。 

酶 标 抗体 的 制备 : 把 4 mg 辣 根 过 氧化 物 酶 加 
入 1 mL 攻 馏 水 和 0.2 mL 30 mg/mL NaIO, 中 ， 搅 拌 
20 min， 用 0.001 mol/L NaAc 透析 4 h， 用 20 1 0.2 
mol/L pH 9.5 碳酸 盐 缓 冲 液 将 醛 化 的 辣 根 过 氧化 物 
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酶 调 至 pH 9.0~9.5， 立即 加 入 5 mg 抗体 IgG 室温 
搅拌 2 hb， 加 入 0.1 mL (4 mg/mL) 现 配 的 克 氢 化 钠 
4 人 搅拌 2 h， 在 500 mL 0.01 mol/L PBS 绥 冲 液 (pH 
7.2) 4% 透析 过 夜 ， 测 定 OD， 和 OD,， 值 ， 加 入 
BSA 补 到 10 me/mL 蛋白 浓度 ， 分 装 低温 保存 。 

酶 标 抗体 效 价 测定 : 将 w 分 别 以 10 ngjml、 
100 ng/mL、1 yg/mL、10 pg/mL 的 浓度 包 板 ， 并 按 
1:125，1:250，1:500，1:1 000，1:2 000，1:4 000 的 
浓度 加 入 酶 标 抗体 ， 用 ELISA 测定 效 价 。 

ELISA 测定 : 将 待 测 抗原 〈100 Ly 和 孔 ) 包 板 ， 
4 过夜， 封闭 液 〈100 JU 孔 ) 封 板 ，37% 1 he 
PBST 洗 板 3 次 ，5 min/ 次 。 抗 vt 酶 标 抗体 (100 
HL/ 孔 )，37% 1 he 洗 板 3 次 。 显 色 剂 (100 pL 
孔 ) ，37% 显 色 10 mine 1 molL HSO，(100 2/ 和 孔 ) 
终止 反应 。 测 0D。 值 。 

Vt 标准 曲线 测定 : 将 Vi 稀释 成 7.8 ngymL - 
1 000 ng/mL， 酶 标 抗 体 按 1: 500 稀释 ， 进 行 ELISA 
测定 ， 并 拟 合 出 标准 方程 : y = 174.3x22308 ， 再 取 
对 数 即 为 lgy= 2.2308 lgx + 2.2413。 

血 淋 巴 样品 的 制备 : 用 毛细 管 取 25 ,的 血 淋 
巴 , 溶 于 2 mL 0.4 mol/L NaCl 溶液 。 

脂肪 体 样品 的 制备 : 在 冰 台 上 取 上 肉 虫 腹部 脂肪 
体 ， 在 pps 缓冲 液 中 充分 漂洗 后 ， 用 滤纸 吸 掉 水 
分 ， 在 2 mL 0.4 mol/L NaCl 溶液 中 充分 匀 素 ，1 000 
r/min 离心 20 min， 收 集 上 清 液 ，- 20% 保 存 备用 。 

卵巢 样品 的 制备 : 在 冰 台 上 取 雌 虫 卵 巢 ， 在 
PBS 绥 冲 液 中 充分 漂洗 后 ， 用 滤纸 吸 掉 水 分 ,在 
2 mL 0.4 mol/L NaCl 溶液 中 充分 匀 浆 ，] 000 wymin 
离心 20 min， 收 集 上 清 液 ，_ 0 保存 备用 。 

Vt 或 Vs 含量 的 测定 : 将 待 测 样品 用 包 被 液 和 
释 100 倍 ， 再 按 FTISA 法 分 别 测 定 血 淋巴 、 脂 肪 体 
和 卵巢 样品 中 的 op 值 ， 重 复 3 次 ， 取 平均 值 ， 根 
据 标准 方程 计算 出 yi 或 ve 的 含量 。 


) 结果 


2.1 东亚 飞 蝗 卵黄 蛋白 的 提取 

将 提取 后 的 Vt 经 sps_pACE 电泳 ， 在 凝 胶 图 
像 分 析 系 统 照 相 并 计算 其 相对 分 子 质量 ， 如 图 1 所 
示 ， 东 亚 飞 蝗 Vi 有 6 条 带 。 
2. 2 IgG 的 纯化 

将 纯化 后 的 IgG 经 电泳 后 可 见 只 有 少量 的 -与 
B- 球 重 日 ，y- 球 重 日 目测 合 量 远 在 95% 以 上 ， 如 图 
2 所 示 。 说 明 IeG 的 纯化 是 成 功 的 。 
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图 1 卵黄 蛋白 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 1 SDS-PAGE of vitellin 
a 卵黄 蛋白 witalin; b， 标准 分 子 量 MW markers 


: 一 +: 球 蛋 白 
“一 B- 球 下 和 








图 2 IgG 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 2 SDS-PAGE of the purified leG 


2.3 ”了 酶 标 抗体 效 价 的 测定 

将 卵黄 绰 白 稀释 成 1 yg/mL ~ 100 ng/mL， 将 酶 
标 抗体 稀释 成 1:125 ~ 1:4 000， 按 ELISA 法 测定 酶 
标 抗体 的 效 价 ， 结 果 见 表 1。 由 表 1 可 知 ， 抗 原 浓 
度 在 100 ng/mL 时 ，OD 值 呈 现 明 显 的 梯度 变化 ， 
了 酶 标 抗 体 在 1:500 时 OD 值 接近 0.8， 因 此 以 后 按 
1:500 效 价 使 用 。 
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表 1 酶 标 抗体 效 价 的 测定 
Tablel1 Titer determination of antibody 
卵黄 蝇 白 浓度 
Concentration A 
avitalin 1:125 1:250 1:500 1:10001:2000 1:4000 


抗体 深度 Concentration of antibody 


10 ngy mL 0.447 0.379 0.277 0.091 0.049 0.030 
100 ngy mL 1.498 1.100 0.788 0.409 0.223 0.117 
1 pgymL 1.940 1881 1.867 1.727 1.451 1.008 
10 ug/imL 1.967 1.921 1.922 1.805 1.627 0.069 


2.4 ”脂肪 体 中 卵黄 原 蛋 白 仿 量变 化 

感 病 蝗虫 脂肪 体 中 Vg 的 含量 比 对 照 组 大 大 降 
低 ， 在 接种 后 3 天 内 及 接种 11 天 以 后 含量 极 低 ， 
在 5~7 天 达到 最 高 (4.663 mg/mL)。 对 照 组 自 第 3 
天 后 Vg 含量 迅速 上 升 ， 第 7 天 达到 最 高 (18.655 
mg/mL)， 然 后 开始 下 降 ， 在 9~ 15 天 基本 保持 稳定 
(图 3)。 说明 感 病 蝗 忠 的 脂肪 体 被 微 孢 子 虫 宵 生 


后 ， 合 成 Vg 的 能 力 大 大 降低 。 

_ 20 
全 一 他 一 COntTOL 
目 5 ， 
B15 一 盘 汪 infection 
本 
喇 二 
和 与 
尾 吕 5 
镍 二 
怪 已 0 

0 5 10 15 


感染 后 时 间 Days infected 
图 3 4 龄 蝗 师 感 当 微 爷 子 虫 后 脂肪 体 中 Veg 
含量 与 时 间 的 关系 
Fig. 3 Changes in the content of vitellogenin in 
fat body after the fourth instar nymph infected 


2.5 血 淋 巴 中 卵黄 原 蛋 白 含 量变 化 

感 病 蝗虫 血 淋 巴 中 Vg 含量 比 对 照 组 大 大 降低 ， 
在 接种 后 3 天 内 和 接种 9 天 以 后 食量 极 低 ， 在 5~7 
天 达到 最 高 (2.627 mg/mL)。 对 照 组 自 第 3 天 后 Vg 
含量 迅速 上 升 ， 第 7 天 达到 最 高 〈7.603 mg/mL )， 
然后 开始 下 降 ， 在 9~ 15 天 基本 保持 稳定 〈 图 4)。 
说 明 感 病 蝗虫 的 脂肪 体 被 微 玖 子 虫 寄生 后 ， 向 血 淋 
巴 中 释放 的 Vg 量 大 大 降低 。 
2.6 卵巢 中 卵黄 蛋白 的 含量 变化 

感 病 蝗虫 卵 梨 中 Wi 含量 比 对 照 组 大 大 降低 ， 
在 接种 后 1 ~ 15 天 含量 始终 很 低 《〈 最 高 为 4.927 
mg/mL)。 对 照 组 自 第 7 天 后 Vt 食量 迅速 上 升 ， 第 
13 天 达到 最 高 (73.367 mg/mL)，13 ~ 15 天 基本 保 
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图 4 4 龄 蝗 晴 感染 微 玖 子 虫 后 血 淋 巴 中 
Vg 食量 与 时 间 的 关系 
Fig. 4 Changes in the content of vitellogenin in 
haemolymph after the fourth instar nymph infected 
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图 5 4 冷 蝗 晴 感染 微 抱 子 虫 后 卵 烛 Vt 食量 与 时 间 的 关系 


Fig. 5 Changes in the content of vitellin in ovary 
after the fourth instar nymph infected 


持 稳定 《图 5)。 说 明 感 病 蝗 虫 的 卵巢 由 于 从 血 淋 
巴 中 摄取 的 Vg 太 少 而 严重 发 育 不 良 。 


3 讨论 


蝗虫 Vt 经 提取 、SDS-PAGE 电泳 后 ， 在 凝 胶 图 
像 分 析 系 统 照 相 并 计算 其 相对 分 子 质 量 ， 如 图 1 所 
示 ， 东 亚 飞 蝗 Vi 有 6 条 带 ， 带 数 与 文献 报道 相同 ， 
但 分 子 量 与 文献 略 有 差异 ， 可 能 是 由 于 方法 不 同 所 
臻 《Chen et al., 1978; Chinzei et al., 1981; Thomas 
et al., 1987)。 

昆虫 卵 的 形成 和 发 育 与 脂肪 体 密切 相关 ，Vg 
合成 的 重要 场所 便 是 脂肪 体 ，Vg 合成 后 通过 血 淋 
巴 输送 给 卵 母 细胞 ， 通 过 胞 饮 作 用 进入 卵 母 细胞 成 
为 卵 母 细 胞 的 Vi 《Thomas et al.，1987)。 感 病 肉 忠 


由 于 脂肪 体 营养 物质 被 严重 消耗 ， 导 致 Vg 合成 受 
阻 ， 使 卵 母 细胞 不 能 正常 沉积 卵黄 ， 卵 巢 发 育 不 
良 。 同 时 由 于 感 病 成 虫 食量 大 减 ， 更 不 能 为 卵 的 发 
育 提供 足够 的 全 面 的 营养 《Thomas et al.，1987)。 

本 实验 证 明 感 病 蝗虫 的 脂肪 体 合 成 Vg 的 能 
明显 下 降 ， 导 致 向 血 淋 巴 库 中 的 Vg 释放 量 严重 不 
足 ， 最 终 使 得 卵 母 细胞 无 法 从 血 淋 巴 中 摄取 足 量 的 
Vg， 整 个 卵 梨 发 育 严 重 不 良 ，Vt 含量 极 低 ， 而 且 
在 实验 中 观察 到 所 有 接种 的 病 肉 虫 都 没有 产 卵 。 凰 
忠 微 孢 子 忠 的 寄生 ， 可 导致 感 病 蝗 上 忠 脂肪 物质 的 大 
量 消耗 《陈建新 等 ，2000);， 使 得 脂肪 体 合成 Vg 的 
场所 及 其 功能 被 破坏 ， 直 接 导 致 繁殖 能 力 的 削弱 其 
至 丧失 。 

综 上 所 述 ， 蝗 虫 被 微 玖 子 虫 寄生 后 对 蝗虫 繁殖 
能 力 确实 影响 很 大 ， 而 昆虫 繁殖 是 受 体 内 内 分 泌 系 
统 直接 控制 的 ， 如 脑 激素 、 保 幼 激素 等 对 蝗虫 脂肪 
体 合成 Vg 起 启动 活化 作用 《Mordue et al.，1980)， 
而 微 孢 子 忠 寄生 后 对 蛇 忠 内 分 泌 的 影响 ， 有 待 今后 
进一步 研究 。 
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